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TECHNIQUE

Applications biomédicales
de I'électrophorese capillaire

Marc G.J. Feuilloley, Annabelle Merieau, Nicole Orange

Lélectrophorese capillaire est une des principales
microtechniques en émergence destinée a Uanalyse
qualitative et quantitative de solutions complexes a partir
d’échantillons de tres faible volume. Dans celle technique,
les molécules a analyser sont injectées dans un capillaire de
Jfaible diamétre interne rempli d’un tampon, éventuellement
d’un gel de silice greffé, au sein duquel la séparation des
molécules est réalisée sous Uaction d’un potentiel électrique
pouvant atteindre 500 Volis/cm. Lapplication d’un tel
champ électrique, rendu possible par le tres faible diametre
du capillaire qui permet une dissipation optimale de la
chaleur engendrée par Ueffet Joule, conduit a une
séparation rapide, sous des efficacités jusqu’a présent

es techniques éléctrophoré-

tiques font classiquement

appel a un support solide

(papier, acétate de cellulose,

gel de polyacrylamide...).
Pourtant, I'électrophorese avait été
décrite a I'origine sous une forme
libre de tout support, I’électropho-
rese en veine, mais cette technique
aux performances médiocres avait
été rapidement supplantée. Ce n’est
que dans les années 1970 4 1980 que
plusieurs équipes reprenant cette
approche montrérent qu’il est pos-
sible de réaliser une séparation élec-
trophorétique en veine liquide sans
adjonction d’agent stabilisant, en uti-
lisant un tube de faible diamétre
interne (< 200 pm) [1]. Dans ces
conditions, le matériau constituant le
capillaire revét une importance capi-
tale, en particulier du fait du risque
d’interaction de I’échantillon avec la
paroi interne du tube. Cela est
d’autant plus vrai que, depuis ces

m/s n°12, vol. 15, décembre 99

premiers essais, le diametre interne
des capillaires a été réduit a quelques
dizaines de micromeétres, voire
moins, afin de permettre 'emploi de
champs électriques intenses sans
induire d’échauffement par effet
Joule.

Principe et variantes
de I'électrophorese
capillaire

Classiquement, le capillaire d’électro-
phoréese est composé de silice fondue
et est recouvert d’'une gaine de poly-
mere qui lui assure flexibilité et résis-
tance. Dans la forme la plus simple
d’électrophoréese capillaire, I’électro-
phorese capillaire de zone libre
(CZE) (figurel), le capillaire de silice
fondue, d’une longueur de quelques
centimetres a 1 metre, est rempli
d’un tampon aqueux et I’échantillon
est introduit a une extrémité, en
général I’anode. Cet échantillon,

rarement égalées, de molécules organiques sur une gamme
tres importante de masse moléculaire et corvespondant

a des structures aussi variées que des sucres, des lipides,
des peptides, des protéines ou des ions. Lélectrophorese
capillaire est aussi sur le point de pouvoir supplanter

les techniques classiques d’étude de liaison et de dosage
immunologique. Toutefois, c’est dans ses développements
récents que se trouvent les aspects les plus novateurs

de cette technique avec son application a Uanalyse directe
de Uactivite secrétrice et du contenu d’une cellule vivante,
donnant naissance a Uélectrophorese capillaire sur cellule
unique qui peut étre définie comme une forme originale
de patch-clamp chimique.

d’un volume de 2 a 30 nanolitres, est
injecté soit par I’apposition d’un bref
champ électrique intense (électro-
injection), soit plus fréquemment
par une surpression d’azote (injec-
tion hydrodynamique). Contraire-
ment a VHPLC (high performance
liquid chromatography) dans laquelle
les molécules sont entrainées par
pompage d’une phase mobile, cau-
sant ainsi des pertes de charge consi-
dérables, le déplacement des molé-
cules est ici assuré par un flux qui
prend naissance au sein méme du
tampon. En présence d’'un tampon
aqueux de pH > 1,5 les groupes sila-
nol de la paroi du capillaire sont
chargés négativement. Ces charges
attirent les cations du tampon, créant
une double couche, dite double
couche de Stern, composée d’une
couche interne de cations du tampon
liés aux silanols de la paroi du capil-
laire et d’une couche diffuse qui pré-

sente un excédent en cations. SOus
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Figure 1. Schéma d’un appareil d’électrophorése capillaire de zone libre
(CZE). Quelques nanolitres d’échantillon (1) sont injectés dans le capillaire (2)
par une surpression d’azote (3). Le tube échantillon est alors substitué par un
tube contenant le tampon d’électrophorése (4). Le générateur (5) est immé-
diatement mis en marche afin d’‘imposer un champ électrique de I'ordre de
500volts/cm entre les deux extrémités du capillaire. Un détecteur (6) enre-
gistre le passage des molécules séparées au cours de I'électrophorese et
transmet cette information a un ordinateur (7) au niveau duquel est construit
un graphe (électrophérogramme) représentant la variation de densité
optique ou de fluorescence en fonction du temps.

Ieffet du champ électrique imposé
entre les deux extrémités du capil-
laire, les cations excédentaires de la
couche diffuse se mettent en mouve-
ment en direction de I’extrémité
négative du capillaire (cathode)
entralnant avec eux l’ensemble des
molécules du solvant. Il se crée donc
un flux de tampon désigné sous le
terme de flux électro-osmotique
(FEO). Ce FEO assure un pompage
des molécules de ’anode vers la
cathode sous la forme d’un front
plat, contrairement au profil parabo-
lique observé en HPLC, induisant
ainsi une tres faible dispersion de la
bande échantillon et une efficacité
séparative élevée. Dans ce FEO, les
molécules de I’échantillon auront des
comportements différents selon leur
charge et leur taille. Les molécules
chargées positivement verront leur
mobilité électrophorétique propre
(Uep) s’ajouter au flux électro-osmo-
tique de mobilité (Heo) et attein-
dront rapidement l'extrémité catho-

messsmss dique du capillaire, apres étre passées

1420

devant un détecteur (UV, visible,
fluorescence...) situé quelques centi-
meétres en amont. Au contraire, les
molécules chargées négativement
auront une mobilité électrophoré-
tique Hep opposée au FEO et ten-
dront a se déplacer vers ’anode. Tou-
tefois, Heo étant en général supérieur
en valeur absolue a Hep, toutes les
molécules finiront par rejoindre
I’extrémité cathodique du capillaire
et seront détectées. Dans ces condi-
tions les molécules les moins char-
gées négativement par rapport a leur
masse seront éluées en premier tan-
dis que les molécules présentant une
forte charge négative verront leur
élution retardée (figure 2).

Contrairement a 'HPLC qui repose
sur une interaction soluté-matrice
chromatographique, la séparation en
CZE s’appuie sur le fait que le soluté
n’aura pas d’interaction majeure
avec la paroi du capillaire. Il en
résulte des temps d’analyse trés
courts, de l'ordre de 5 a 15min et
une quasi absence de risque de

contamination inter-analyse par
rétention d’un composé. De méme,
un changement de tampon en CZE
ne nécessite que quelques minutes
d’équilibration contre plusieurs
heures en HPLC. A ces avantages
techniques s’ajoute le fait que le pou-
voir séparateur de la CZE atteint cou-
ramment les 500000 plateaux théo-
riques au metre et dépasse parfois le
million [2], contre 10000 a 50000
pour 'HPLC, tout en conservant une
reproductibilité de 0,2% a 2 % com-
parable a celle de THPLC. La limite
de la CZE comme celle des autres
techniques d’électrophorése capil-
laire se situe au niveau de la détec-
tion, qui est réalisée le plus fréquem-
ment par absorbance ou par
fluorescence induite par laser sur un
trajet optique limité correspondant
au diameétre interne du capillaire.
Toutefois, grace aux progres réalisés
ces dernieres années au niveau de la
sensibilité des détecteurs, il est cou-
ramment possible d’identifier des
molécules présentes a des concentra-
tions picomolaires (107'? mole/1),
voire par fluorimétrie induite par
laser, d’atteindre une sensibilité de
I’ordre de I'attomole (107'® mole/1)
[3].

En dépit de ses énormes avantages, la
CZE est, de par son principe, inappli-
cable a la séparation de molécules
non chargées ou hydrophobes. Cela
a conduit au développement de la
chromatographie micellaire électro-
cinétique capillaire (MEKC) [4].
Dans cette technique, un tensio-actif
ionique, tel que le sodium dodécyl
sulfate (SDS), est ajouté au tampon a
une concentration supérieure a sa
concentration micellaire critique. Le
tensio-actif forme dans le tampon des
micelles a coeur hydrophobe et de
surface chargée, négativement dans
le cas le plus fréquent de 'utilisation
d’un surfactant anionique tel que le
SDS. Ainsi, la mobilité de ces micelles
est de direction opposée a celle du
FEO (figure 3). Si une molécule
neutre n’interagit pas avec les
micelles, elle reste dans le tampon et
est transportée a la vitesse du FEO.
Plus la molécule a un caractere
hydrophobe, plus elle interagit avec
les micelles. Compte tenu que ces
micelles ont tendance a migrer dans
le sens opposé du FEO, ces molé-
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Figure 2. Principe de séparation des molécules en électrophoreése capillaire
de zone libre (CZE). Dans un capillaire de silice fondue non traité et en pré-
sence d’un tampon de pH > 1,5 les groupements silanol de la paroi du capil-
laire ont une charge négative qui attire les cations du tampon créant une
double couche électrique, dite double couche de Stern. Sous l’effet du
champ électrique, les cations excédentaires de la double couche se mettent
en mouvement en direction de la cathode et, en entrainant I'ensemble des
molécules du solvant, donnent naissance a un flux électro-osmotique (FEO)
caractérisé par une mobilité électrophorétique Lgo. D’autre part, les molé-
cules chargées présentes dans I'échantillon ont une mobilité électrophoreé-
tique propre lep déterminée par leur rapport charge/taille. Une molécule
chargée positivement aura une mobilité apparente égale a la somme de Liep
et Ueo et se déplacera plus vite que le FEO. Au contraire, pour une molécule
chargée négativement ligp tendra a s’opposer [eo. La vitesse de déplace-
ment de cette molécule sera donc inférieure a celle du FEO. En ce qui
concerne les molécules neutres, elles ont une valeur de Lep nulle et se

déplaceront toutes a la vitesse du FEQ sans étre séparées.

cules voient leur élution retardée.
Comme dans le cas de la phase
inverse en HPLC, les molécules sont
donc séparées en fonction de leur
coefficient de partage entre les
phases hydrophile et hydrophobe. La
MEKC présente des performances en
terme d’efficacité treés proches de
celles de la CZE. Ainsi cette tech-
nique apparait comme une alterna-
tive de choix pour I'analyse de molé-
cules neutres, voire pour des
mélanges de molécules présentant
des caractéristiques physico-chi-
miques tres différentes telles que les
acides aminés.

D’autres variantes de 1’électropho-
rese capillaire ont été développées
sur la base, soit de techniques élec-
trophorétiques classiques, telles que
I’iso-électro-focalisation capillaire
(CIEF) directement dérivée de la
technique d’isofocalisation [5] ou
I’électrophorese capillaire en gel
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(CGE) [6] qui est une version opti-
misée de I’électrophorese en gel, soit
en tentant de combiner les avantages
de techniques chromatographiques
avec celles de I'électrophorese capil-
laire comme dans le cas de I’électro-
phorese capillaire d’affinité (ACE)
[7] ou de I’électro-chromatographie
capillaire (CEC) [8]. L’ACE associe
les propriétés de la chromatographie
d’affinité avec celles de la CZE.
L’interaction ligand-récepteur est
réalisée directement dans la veine
liquide permettant de déterminer en
un temps limité et avec une précision
inégalée les constantes physico-chi-
miques de cette liaison. La CEC est
une technique hybride dans laquelle
le capillaire est rempli de particules
de silice greffées par des chaines car-
bonées en Cl8, comme dans une
colonne d’HPLC en phase inverse,
tandis que comme en CZE, le pom-
page du tampon est assuré par un

FEO induit par un champ électrique.
La séparation des molécules repose
donc a la fois sur leur caractere
hydrophobe et sur leur mobilité élec-
trophorétique. Le pompage du tam-
pon par le FEO assure un front élec-
trophorétique plat ce qui confére a la
CEC une efficacité bien supérieure a
celle de ’'HPLC. En revanche, faisant
appel a une phase hydrophobe fixe,
la CEC perd la souplesse d’utilisation
qui caractérise la CZE.

La forme la plus originale de 1'élec-
trophorese capillaire, et aussi la plus
spécifiquement dédiée a la biologie,
est I’électrophorese capillaire sur cel-
lule unique (SC-CE) qui permet,
grace a sa forte miniaturisation et a
I'utilisation d’'un tampon de sépara-
tion qui est aussi un tampon de sur-
vie, d’étudier la cinétique de réac-
tions chimiques au sein d’une cellule
vivante, voire de mesurer ’activité
exocytotique au niveau unitaire [11].
Ainsi, avec deux autres techniques,
I'isotachophorese (ITP), fondée sur
I'utilisation de tampons de mobilité
électrophorétique variables [9] et
I’électrophorese capillaire en milieux
non aqueux (NACE) dont les appli-
cations biologiques restent limitées
[10], on peut estimer a neuf les diffé-
rentes formes de 1’électrophorese
capillaire (Tableau I).

Application a I'analyse
de molécules endogénes

Dés ses débuts, la CZE fut appliquée
a la séparation de I’albumine et des
globulines sériques et montra sa
supériorité par rapport a la tech-
nique classique d’électrophorése en
gel d’agarose tant en ce qui concerne
la vitesse que la précision ou I’aspect
quantitatif de ’analyse [12]. En effet,
contrairement aux densitogrammes
de gels d’agarose, les pics détectés en
CZE sont proportionnels a la concen-
tration en molécules sur une large
gamme de valeurs. Cette technique a
ainsi été étendue a I’étude des immu-
noglobulines plasmatiques ainsi qu’a
I'identification de variants de I’hémo-
globine et a ’analyse d’isoenzymes
ne différant parfois que de 0,005 uni-
tés au niveau de leur pHi [13]. La
récente apparition d’appareils dispo-
sant de plusieurs capillaires fonction-
nant en parallele et capables de trai-
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Tableau |

LES DIFFERENTES FORMES DE L’ELECTROPHORESE CAPILLAIRE

sur cellule unique

Forme Sigle Milieu Support Application
d’électrophorese analytique

1 Electrophorése capillaire CZE Tampon aqueux Aucun Molécules chargées
de zone libre

2 Chromatographie micellaire MEKC  Tampon aqueux + Aucun Molécules hydrophobes
électrocinétique capillaire tensio-actif

3 Iso-électro-focalisation CIEF Tampon aqueux + Aucun Molécules chargées
capillaire Gradient de pH

4 Electrophorese capillaire CGE Tampon aqueux Gel de Molécules chargées
en gel polyacrylamide .

5 Electrophorese capillaire ACE Tampon aqueux + Aucun Etudes de liaison
d’affinité récepteur ou ligang dosage immunologique

6 Electro-chromatographie CEC Tampon aqueux Gel de silice Molécules chargées
capillaire et hydrophobes

7 Isotachophorese ITP Tampons de mobilité Aucun Molécules chargées

électrophorétique (protéines)

’ variable

8 Electrophorese capillaire NACE Solvant + ions Aucun Molécules hydrophobes
en milieux non aqueux

9 Electrophorese capillaire SC-CE  Milieux de Aucun Meétabolites hydrophiles

survie cellulaire
vivante)

(une cellule

ter plus de 40 échantillons par heure
a permis I'automatisation de la plu-
part de ces analyses et leur applica-
tion en routine. Des progres signifi-
catifs ont aussi été réalisés en ce qui
concerne l'application expérimen-
tale de I’électrophorése capillaire a
I'analyse de peptides et de protéines,
avec en particulier le couplage de la
CZE a la spectrométrie de masse en
électrospray (CZE-MS). La CZE-MS
permet de s’affranchir des problémes
de détection qui constituent la prin-
cipale limite actuelle de I’électropho-
rese capillaire. Ainsi, il a été possible
d’analyser, a partir de plasma brut,
des protéines de 8 a 29 kDa présentes
a des concentrations attomolaires et
de déterminer leur masse molécu-
laire avec une erreur inférieure au
dalton [14].

L’électrophorese capillaire a été
appliquée a I’analyse de protéines, de
peptides, d’acides aminés et de leurs
dérivés dans de nombreux liquides
biologiques [15]. La détection fluori-
métrique de ’hémoglobine, de la
myoglobine et des porphyrines dans
I'urine par CZE ou MEKC présente
des avantages de rapidité et de faible
consommation en réactifs qui en fait
une alternative séduisante par rap-

ssssssm—m port aux techniques analytiques clas-
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siques [16]. Toutefois, le principal
intérét de I’électrophorese capillaire
se situe au niveau de I'identification
de proteines pouvant servir de
témoins dans le diagnostic de mala-
dies a partir d’échantillons dispo-
nibles en quantité limité tels que le
liquide synovial [17] ou le liquide
céphalorachidien [18]. Pour ces
mémes raisons de vitesse d’analyse,
de sensibilité et de faible consomma-
tion en échantillon, I’électrophoréese
capillaire s’avere particulierement
adaptée au couplage avec les tech-
niques de microdialyse en autorisant
une réduction du débit de perfusion
a un niveau particulierement faible,
d’otl une augmentation de la concen-
tration des molécules dans le tampon
et une meilleure détection [19].

Par analogie avec les techniques élec-
trophorétiques classiques, 1’électro-
phorese capillaire a été appliquée a
I’analyse des acides nucléiques. La
forme la plus employée est la CGE en
polyacrylamide qui s’avere plus rapide
et plus performante que I'électropho-
rese en gel classiquement employée
dans les séquenceurs automatiques
d’ADN [16] et suscite un grand intérét
pour la purification et le séquencage
d’ARN et d’ADN ainsi que pour la
recherche de mutations ou d’ADN

viral [20, 21]. Toutefois, pour s’impo-
ser définitivement, la CGE nécessite
encore que soit optimisée la stabilité
des gels disponibles. De plus, méme si
la séparation de chromosomes bacté-
riens de 3 4 5 Mb a été réalisée dans
des conditions approchant celles de
I'électrophorese capillaire, cette tech-
nique reste essentiellement limitée a la
séparation de fragments d’ADN d’une
taille inférieure a 25 kb.
Sucres et lipides ont aussi fait I’objet
d’études afin de déterminer l'intérét
de leur séparation par électropho-
rese capillaire. Comme les autres
molécules hydrophiles, les monosac-
charides et les polysaccharides peu-
vent étres séparés par CZE ou MEKC
avec une efficacité dépassant celle
des techniques chromatographiques
classiques [22]. Une attention parti-
culiere a d’ailleurs été accordée a
I’héparine pour laquelle, depuis la
survenue de I’encéphalopathie spon-
giforme bovine, des techniques ont
été développées afin de controler
I'origine animale et d’exclure les
héparines bovines potentiellement
contaminées [23]. Cette identifica-
tion repose sur la séparation et le
dosage par CZE des produits
d’hydrolyse enzymatique de 1’hépa-
rine et sur une analyse statistique des
m/s n°12, vol. 15, décembre 99
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Figure 3. Principe de séparation des molécules en chromatographie micel-
laire électrocinétique capillaire (MEKC). Un tensio-actif ionique est ajouté
dans le tampon a une concentration supérieure a sa concentration micellaire
critique. Il en résulte la formation de micelles possédant un cceur hydro-
phobe et une surface chargée. Dans le cas d’un tensio-actif anionique tel que
le sodium dodécyl sulfate, ces micelles possédent une mobilité électropho-
rétique propre Lep de sens inverse au FEO et migrent vers la cathode plus
lentement que le FEO. Selon leur degré d’hydrophobicité et donc leur coeffi-
cient de partage entre le tampon et les micelles, les molécules de I'échan-
tillon sont transportées plus ou moins vite vers la cathode. Les molécules les
plus hydrophiles restent essentiellement dans le tampon et migrent avec le
FEO alors que les molécules les plus hydrophobes s’associent aux micelles
et sont retenues plus longtemps dans le capillaire. Cercles bistres: molécules
a séparer et interagissant plus ou moins avec la micelle. Double fleche: mou-

vement des molécules a séparer entre la micelle et le solvant.

résultats par composants principaux.
Le profil de répartition des frag-
ments oligosaccharidiques ainsi
obtenu est spécifique de I’origine de
I’héparine, et méme du tissu dont
elle a été extraite. En revanche, ’ana-
lyse de lipides par électrophorese
capillaire reste moins employée, en
particulier dans le mesure ou ces
molécules nécessitent de recourir sys-
tématiquement a la MEKC ou a la
CEC, voire a la NACE.
Détection
de molécules exogénes

La liste des agents pharmacolo-
giques, des toxiques, des polluants et
des drogues illicites dont I’analyse
par CZE ou MEKC dans des échan-
tillons biologiques a été mise au
point au cours de ces derniéres
années est trés longue [24, 25].
L’électrophorese capillaire est
d’ailleurs un des outils analytiques les
plus fréquemment mis a contribution
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dans la recherche des agents dopants
et des diurétiques destinés a assurer
I’élimination rapide de ces drogues.
Ces techniques permettent en parti-
culier de suivre avec précision le
métabolisme de molécules présentes
a I’état de traces. Il est admis qu'une
molécule exogene subit dans I’orga-
nisme des réactions de métabolisa-
tion qui peuvent étre classées en
deux, voire trois phases. Les réac-
tions de phase I correspondent a des
réactions, essentiellement d’oxyda-
tion, d’hydrolyse ou d’isomérisation,
qui induisent généralement des
modifications structurales trop limi-
tées pour permettre une séparation
et une identification satisfaisante par
HPLC. Les réactions de phase II sont
des réactions de conjugaison qui
conduisent a la formation de conju-
gués fortement polaires et souvent
instables dont 'analyse par HPLC est
encore plus difficile. Avec son effica-
cité supérieure et sa vitesse d’analyse,
I’électrophorese capillaire présente

des avantages décisifs sur 'HPLC qui
expliquent le rapide développement
de son utilisation. De plus, des tech-
niques telles que la MEKC permet-
tent d’envisager 'analyse simultanée
des métabolites de phase I et de
phase II. II a ainsi été possible de
mettre en évidence des phénomenes
de cytotoxicité liés, non seulement a
la molécule initialement administrée,
mais plus encore a ses métabolites
comme dans le cas du cisplatine qui,
incubé en présence d’un extrait enzy-
matique hépatocytaire, engendre
sous 'effet d’oxygénases des dérivés
dont la toxicité sur des cellules
cochléaires s’avere double de celle
de la molécule d’origine [26]. Un
autre avantage de l’électrophorese
capillaire est la possibilité d’appli-
quer la MEKC a la séparation et au
dosage des stéréo-isomeres d’un
méme produit. Ce type d’approche
est déterminant lorsqu’un seul des
isomeres est porteur de I'activité bio-
logique et qu’on suspecte I’existence
de réactions d’isomérisation in vivo.
Dans cette technique, les micelles de
SDS sont remplacées par des micelles
chirales, souvent a base de cyclodex-
trine, qui possedent une affinité dif-
férente pour les formes R(-) et S(+)
de la molécule [27].
Etude des interactions
récepteur/ligand

Contrairement a la CZE, la CEC ou la
CIEF, voire la MEKC, qui peuvent
étre considérées comme des formes
optimisées de techniques classiques,
I’ACE combine le principe des tech-
niques de mesure d’affinité avec celui
de T’électrophorese capillaire et a
ouvert un champ d’application tota-
lement nouveau. Le fait qu'en élec-
trophorese capillaire la séparation
soit réalisée dans un tampon aqueux
permet I’étude des interactions entre
ligand et récepteur ou entre antigene
et anticorps dans des conditions
proches des milieux biologiques, sans
pour cela disposer de molécules puri-
fiées puisque parallelement les com-
posés sont séparés en fonction de
leur charge relative. Il est donc pos-
sible de travailler avec des molécules
peu stables et ne supportant pas une
purification poussée. De méme on

peut envisager I’étude simultanée de m——
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différents ligands de structure proche
tels que des isoenzymes. A ces avan-
tages décisifs s’ajoute le fait que,
comme pour les autres formes d’élec-
trophorese capillaire, il s’agit d’une
microméthode qu’il est possible de
mettre en ceuvre pour des quantités
d’échantillons trés limitées.

Le principe de I’ACE repose sur le
fait que lorsque deux molécules A et

Figure 4. Principe de I'électrophorése
capillaire sur cellule unique (SC-CE).
Une cellule fraichement dispersée ou
issue d’une culture est aspirée dans
un capillaire dont I'entrée a été élar-
gie en cbéne par un traitement &
I’acide fluorhydrique (1). Lorsque la
cellule est arrivée a 5 mm de I’'entrée
du capillaire, I'aspiration est arrétée.
La paroi du capillaire présentant une
forte charge électrique, la cellule s’y
adsorbe rapidement (10 a 15 mn). Il
est possible de vérifier la tenue de la
cellule a la paroi du capillaire en fai-
sant refluer quelques microlitres de
milieu. La cellule est laissée 5 a
10 minutes dans le milieu de survie a
l'intérieur du capillaire afin que ses
produits de sécrétion s’accumulent
localement (2). Apres cette période
d’incubation, un champ électrique
est imposé entre les deux extrémités
du capillaire (3). Le milieu de survie
étant aussi le milieu de séparation,
les molécules sécrétées sont directe-
ment séparées et détectées. L'opéra-
tion peut étre renouvelée un grand
nombre de fois en I’'absence ou en
présence d’un secrétagogue. En fin
d’étude, quelques nanolitres d’un
milieu de lyse (tampon dilué, sodium
dodécyl! sulfate, digitonine...) sont
aspirés (4). Ce milieu entraine une
lyse de la cellule et la libération de la
totalité de son contenu dans le capil-
laire. Les molécules libérées sont
alors séparées comme précédem-
ment (5) afin de déterminer les diffé-
rences qualitatives et quantitatives
entre produits de sécrétion et
contenu cellulaire.

B peuvent former un complexe AB,
si on soumet A a une électrophorese
capillaire en présence de B, la mobi-
lité électrophorétique de A est modi-
fié¢e d’'un facteur Ap da a la forma-
tion de complexes transitoires avec
B. La construction d’un graphe de
type Woolf-Hofstee, identique a celui
utilisé en enzymologie, représentant

Al en fonction de Ap/[B] engendre

une droite dont la pente négative
correspond a la constante de disso-
ciation du complexe AB [7]. La
constante de dissociation déterminée
ainsi s’est avérée d’une précision
égale voire supérieure a celle obte-
nue par d’autres techniques. L’ACE a
aussi donné naissance a une tech-
nique originale de dosage immunolo-
gique. La méthode fait appel a I'utili-
sation d’un anticorps présent en
quantité limitante et a un antigéne
marqué par un fluorochrome, la
détection étant réalisée par fluores-
cence induite par laser. La réaction
entre I’antigéne marqué, 'antigéne a
doser et I'anticorps se déroule direc-
tement en solution dans le capillaire.
Vu la trés haute reproductibilité de
I’électrophorese capillaire et son
pouvoir analytique, la réaction peut
étre réalisée hors équilibre. La sépa-
ration des formes liées et libres se fai-
sant au cours de I’électrophorese, on
¢élimine ainsi les étapes d’incubation
et de rincage. Le dosage immunolo-
gique par ACE semble promis a de
nombreux développements en raison
du gain de temps d’analyse qu’il per-
met et de sa grande capacité de
miniaturisation. Ainsi, une technique
de dosage immunologique par ACE,
avec des temps de séparation de
I’ordre de 25 secondes et capable
d’effectuer plus de 1600 dosages en
continu avec une sensibilité infé-
rieure a la nanomole, a été mise au
point pour la mesure du taux plas-
matique d’insuline [28]. En ce qui
concerne la miniaturisation de
I’ACE, celle-ci a conduit au dévelop-
pement de puces de silice dans les-
quelles les capillaires sont remplacés
par des microcanaux de quelques
millimétres de long réalisés par pho-
tolithographie. Cette technique a été
en particulier appliquée au dosage
du cortisol plasmatique [29]. Dans
ces conditions de faible parcours
électrophorétique et en appliquant
un champ électrique intense
(800 V/cm), le temps d’analyse et de
dosage du cortisol est réduit a pres
de 30 secondes contre plusieurs
heures, voire jours, par les tech-
niques immunologiques classiques.
De plus, il s’agit d’'une technique qui
ne nécessite pas d’extraction préa-
lable du cortisol, présente une
gamme de réponse particulierement
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large et dont la consommation en
échantillon, moins de 0,5 nl/dosage,
peut étre considérée comme négli-

geable.
I Etude sur cellule unique

La SC-CE est la derniére et certaine-
ment une des plus spectaculaires évo-
lutions de I’électrophorese capillaire
dans la mesure ou cette technique
permet pour la premiere fois d’étu-
dier l'activité sécrétrice de cellules
vivantes au niveau unitaire. Les pre-
mieres formes de la SC-CE ne per-
mettaient pas une mesure dyna-
mique de ’activité cellulaire et
étaient tres proche de la CZE. Les
seules différences reposaient sur le
mode de préparation de I’échan-
tillon, obtenu par homogénéisation
d’une seule cellule, et sur la tech-
nique d’injection de l’extrait cellu-
laire a I'aide d’une microseringue
[30]. Tres rapidement, il est apparu
qu’il était plus avantageux d’injecter
directement la cellule a I'extrémité
anodique du capillaire, soit par une
microseringue, soit en créant une
dépression a l'autre extrémité. La
paroi du capillaire étant chargée
négativement, la cellule maintenue
en survie dans un tampon isotonique
s’y adsorbe. Il devient alors possible
de libérer son contenu directement
dans le capillaire en pompant
quelques nanolitres de tampon dilué,
de SDS ou de digitonine et de sépa-
rer les molécules libérées en impo-
sant un champ électrique entre les
deux extrémités du capillaire.
L’emploi de solutions de lyse
capables d’induire une rupture pro-
gressive de la membrane cytoplas-
mique et des différents organites a
permis de mettre en évidence I’exis-
tence de différents compartiments de
stockage et, associé a des techniques
tres sensibles de détection électrochi-
miques ou par spectrométrie de
masse, de déterminer le quantum
d’un neurotransmetteur tel que la
dopamine ou la sérotonine contenu
dans un grain de sécrétion [31]. Une
séparation électrophorétique peut
étre réalisée en utilisant un milieu de
survie cellulaire dépourvu en albu-
mine car celleci tend a s’adsorber
sur la paroi du capillaire ce qui
annule le FOE. Il devient alors pos-
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sible de maintenir en vie la cellule
dans le capillaire sur des durées attei-
gnant I’heure et de réaliser une
étude dynamique de son activité
sécrétrice. Dans cette forme de la SC-
CE qui a été appliquée a I’étude de
nombreux types cellulaires au
nombre desquels des cellules chro-
maffines médullo-surrénaliennes, des
cellules B du pancréas, des masto-
cytes ou des neurones, 1’addition
d’un sécrétagogue dans le tampon
sur une courte période ou pendant
toute la durée de I’électrophorese
permet une stimulation ponctuelle
ou continue de ’exocytose dont il est
possible de reconstruire la cinétique
avec une précision inférieure a la
seconde (figure 4). En complément,
I'introduction en fin d’expérience
d’une solution de lyse donne la possi-
bilité de mesurer le contenu de la
cellule en neurotransmetteur ou en
hormone et de le comparer a la
quantité libérée par exocytose au
cours de 1I’étude [32]. Un autre
aspect de la SC-CE fait appel a des
capillaires de 2 a 5 Um de diametre
interne disposant d’une extrémité
d’une finesse presque comparable a
celle d’'une pipette d’électrophysiolo-
gie avec lesquelles on a a l'origine
analysé le contenu cytoplasmique de
neurones. L’utilisation de tels capil-
laires a la facon d’électrodes de patch-
clamp [33] qui, appliqués sur la mem-
brane cytoplasmique, permettent un
dosage en continu de toutes les molé-
cules libérées dans une région limi-
tée, laissent envisager la possibilité
d’accéder a une mesure directe des
phénomeénes exocytotiques au niveau
unitaire et, en combinaison avec des
techniques fluorimétriques, d’étudier
le couplage de Iactivité sécrétrice a
d’autres processus tels que les flux
ioniques, l'activation d’autorécep-
teurs ou la mobilisation des éléments
du cytosquelette [11].

Les applications bio-médicales de
I’électrophorese capillaire n’en sont
encore qu’a leurs débuts. A coté des
atouts de cette technique analytique
en terme d’efficacité, de rapidité, de
souplesse d’utilisation, de sensibilité,
et de capacité de miniaturisation,
I’électrophorése capillaire permet
d’entrevoir le développement d’une
forme de patch-clamp chimique qui a
I'image de son précurseur pourrait

révolutionner dans les prochaines
années notre approche de la physio-
logie cellulaire par un acceés direct
aux cinétiques chimiques au sein de
la cellule vivante ®
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Summary

Bio-medical applications
of capillary electrophoresis

Capillary electrophoresis is a
recently developed microtechnique
for the qualitative and quantitative
analysis of complex biological
samples. In capillary electrophore-
sis, molecules are injected in a
capillary tube, eventually filled
with a bonded silica matrix. Sepa-
ration of the molecules is achieved
by setting a strong electric poten-
tial, reaching 500V/cm, between
the two ends of the capillary. Such
a strong electric potential requires
the use of low diameter capillary
tubes in order to dissipate the
heath generated by the Joule
effect. By this technique it is pos-
sible to separate very rapidly, with
an exceptional efficiency and over
a very large range of molecular
weights different types of mole-
cules including carbohydrates,
lipids, peptides, proteins and ions.
For binding studies or immunoas-
say certain forms of capillary elec-
trophoresis also appear much
more efficient and rapid than the
classical techniques. However, the
most recent and also the most
innovative aspects of capillary elec-
trophoresis resides in its use for
the study of the intracellular and
secretory activity of one living cell
which gave birth to single cell-
capillary electrophoresis that we
can present as an original form of
«chemical patch-clamp ».
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